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１．はじめに㻌
 タンパク質結晶はナノメートルサイズの巨大分子が規則的に配列した構造を持ってお
り、結晶内に 30-80 vol.%の多量の水分子を含む[1,2]。このため、無機結晶や低分子の有
機結晶よりも遥かに大きい格子定数を持ち、それらの結晶とは異なる様々な性質を持つ。
このようなタンパク質結晶にどのような欠陥が存在するか興味のあるところであり、そ
のためには完全性の評価が必要である。しかし、タンパク質結晶はその育成や取り扱い
が難しいため、結晶欠陥についての研究は未成熟で体系的には行われていない。 
 結晶欠陥の観察や結晶の完全性の評価に対してX線回折法は非常に有効な手法である
[3-6]。X 線回折法は結晶に X 線を照射し、その回折 X 線から内部構造を分析する手法で、
X 線トポグラフィ[7-12]やロッキングカーブ[13-22]測定などの手法がある。X 線トポグラ
フィでは回折 X 線を X 線フィルムや原子核乾板などを用いてその回折像を撮影する。こ
のとき、結晶内部の欠陥による格子歪みが存在すると、回折強度の変化を引き起こす。
そのコントラストから転位などの構造欠陥を観察することができる。一方、ロッキング
カーブ測定は結晶を微小回転させながら回折 X 線の強度を記録する手法である。完全結
晶では非常に鋭いピークが得られるが、結晶欠陥などによって歪み場が生じるとピーク
が変化する。このピークの半値幅や 10 分の 1 幅を解析することで、結晶の完全性を評価
することができる。 
 近年、フィルムや原子核乾板の代わりに高感度デジタル X 線 CCD カメラを用いた X
線デジタルトポグラフィが発展してきている[23-27]。デジタルトポグラフィでは結晶を
微小回転させながら連続的にトポグラフ像を撮影することができるので、トポグラフ像
とロッキングカーブを同時に測定することができる。一度の撮影で数百枚という大量の
トポグラフ像を得ることができるため、局所領域ごとの精密な情報が得られ、様々な解
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析が可能となる。一方でデータが莫大な量になってしまうため、その解析手法の開発が
必要になっている。そこで、本研究ではデジタルトポグラフのデータを解析する手法を
考案すると共にコンピュータ・プログラムを開発し、実際にタンパク質結晶のデジタル
トポグラフを解析した。その結果、デジタルトポグラフィによってタンパク質結晶の構
造欠陥が観察された。さらに、タンパク質結晶の局所領域ごとの完全性を評価すること
に成功した。 
 
２．手法㻌
 今回は、モデル分子としてよく知られている鶏卵白リゾチームをタンパク質分子とし
て用いた。リゾチーム単結晶は多形を示すことが知られており、よく実験に用いられる
晶系として正方晶、斜方晶、単斜晶がある。今回は、このうち比較的対称性の高い正方
晶と、結晶の外形が特徴的な単斜晶のリゾチーム単結晶を用いた。正方晶リゾチームは
濃度勾配法[10]、単斜晶リゾチームは液液界面法[28]でそれぞれ作成した。また、それぞ
れの結晶の格子定数は、正方晶が a = b = 79.1Å、単斜晶が a = 28.0Å、b = 62.5Å、c = 60.9
Å、α = γ = 90°、β = 90.8°[29]である。 
 放射光単色 X 線として高エネルギー加速器研究機構 (KEK) のフォトンファクトリー 
(PF) 、BL15B1 のビームラインを用いた。この際、単色 X 線の波長は 1.2Åを用い、全
ての実験は室温で行われた。また、X 線フィルムは Agfa D2 を用い、X 線 CCD カメラは
Photonic Science の X-FDI 1.00:1 を用いた。X 線 CCD カメラの撮像面のサイズは 9.0×6.7 
mm2、解像度は 1392×1040 ピクセル、撮像素子のピクセルサイズは 6.45 μm2 である。ま
た、CCD カメラの撮像素子は 4096 の階調を持ち、12 bit グレースケール TIFF 画像ファ
イルを出力する。 
 図 1 は X 線 CCD カメラを用いたデジタルトポグラフィの概念図を示している[30]。試
料はゴニオメーターヘッドに固定され、入射X線に対して垂直に回転することができる。
その際、回折 X 線は CCD カメラで記録される。このように、試料を微小回転させなが
ら撮影することで、数百枚の X 線デジタルトポグラフの連続像が得られる。 
デジタルトポグラフィによって得られる大量のデータを解析するために、新たにコン
ピュータ・プログラムを開発した。このプログラムを用いて、各画像の特定の位置から
1 ピクセルごとの回折強度を抜き出すことで、その位置における局所的なロッキングカ
ーブを得た。さらに、各位置における局所的ロッキングカーブについてピークの解析を
行った。今回は特に局所的ロッキングカーブの半値幅 (FWHM) と 10 分の 1 幅 (FW10M) 
について解析した。このとき、それぞれの半値幅と 10 分の 1 幅の定義は、そのピークに 
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図１㻌 デジタル 㼄線 㻯㻯㻰カメラによるデジタルトポグラフィの模式図。㻌
 
対して最大値の半分の値で直線を引き、その直線とロッキングカーブの曲線が交差する
2 点間の幅とした。ロッキングカーブが複数のピークを含む場合は、それらのピークを 
含む形で半値幅と 10 分の 1 幅を定義した。そのようにして得られた解析値を元の画像フ
ァイルの位置にマッピングすることで、それらの解析値を可視化した。 
 
３．正方晶リゾチーム単結晶のデジタルトポグラフィ㻌
 正方晶リゾチーム単結晶について X 線トポグラフィを行い、X 線フィルムと X 線 CCD
カメラとの両方を用いて観察した。図 2 は正方晶リゾチームの X 線トポグラフ像を示し
ている。ここで、X 線の入射面が (001) 面で、440 反射の回折像が示されている。図 2 (a) 
はフィルム像、 (b) は CCD カメラによるデジタルトポグラフ像を示している。回折 X
線の強度の高い部分がそれぞれ黒と白で示されている。フィルムの露光時間は 10 分だっ
た。これらの図からわかるようにフィルムでもデジタルでも同様のコントラストが観察
された。図中の S1、S2 のような直線的、C のような曲線的、T のようなもつれた構造を
もつ転位がそれぞれ観察された。特に S1、S2 のような転位コントラストは正方晶リゾ
チーム結晶ではよく観察されている[10,11]。さらに、大きいコントラスト領域である L1
はブラッグの回折条件を満たしたバックグラウンドの領域である。図 2 (b) のデジタル
トポグラフ像は連続的に撮影したうちの 1 枚を抜き出して示している。一枚あたりのト
ポグラフ像の露光時間は約 0.5s で、空間分解能は約 20 μm である。CCD カメラ自体の
空間分解能は 6.45 μm だが、ここでは撮影した画像データを高速に書き出すために 3×3
のビニングを設定して撮影した。このように、デジタルトポグラフィでもフィルムを用 
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図２㻌 放射光単色 㼄線による正方晶リゾチーム結晶の典型的な 㼄線トポグラフ像。㻌 㻔㼍㻕㻌㼄線フィルムと㻌 㻔㼎㻕㻌㼄㻌
㻌 㻌 線 㻯㻯㻰カメラによって撮影された 㻠㻠㻜反射の像がそれぞれ示されている。直線的㻌 㻔㻿㻝 と 㻿㻞㻕㻌と曲線的㻌
㻌 㻌 㻔㻯㻕㻌、もつれた㻌 㻔㼀㻕㻌転位のコントラストが観察された。㻌
 
いた場合と同様のコントラストが観察できることが明らかになった。 
 図 3 はデジタルトポグラフの連続像を示している。図 3 は連続的に撮影されたデジタ
ルトポグラフの典型的な像を示している。これらの像は X 線 CCD カメラによって撮影
された 130 枚の中から抜き出したものである。このとき、試料は微小回転させながら撮
影され、図中の θ はそれぞれ回転角度を示している。この図から大きい白い領域が角度
とともに移動していることが分かる。これはブラッグの条件を満たした領域が移動して
いることを示している。特に、L1 と L2、L3 で示されている大きい成長領域ついては、
似たような領域がすでに観察されている[17]。 
図 4 は L1、C、S1、S2 での局所的ロッキングカーブを示している。それぞれ各点の 1
ピクセルあたりの回折 X 線の強度を回転角度 θ に対してプロットしている。それぞれの
グラフの中にピークの半値幅とピークトップの角度位置が示されている。図 4 の局所的
ロッキングカーブと図 3 のデジタルトポグラフィとの関係を以下に詳しく述べる。図 4 
(a) を見ると、L1 の位置で半値幅が 0.005°というシャープなピークが観察されたことが
分かる。これは結晶中の位置 L1 での完全性の高さを示している。次に、図 4 (b) では C
の位置でサブピークを含む局所的なロッキングカーブが観察された。このサブピークの
角度位置は図に示されているように 0.074°である。この 0.074°の回転角度に対応するト
ポグラフ像は図 3 (c) に示されている。図 3 (c) で曲線的な転位 C が観察されていること
から、この転位 C からの回折によってサブピークが現れたことが分かる。同様に図 4 (d) 
のサブピークは直線的な転位 S2 に対応することが分かる。また、図 4 (c) では直線的な 
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図３㻌 㼄線㻯㻯㻰カメラによって撮影されたデジタルトポグラフの連続像。試料の回転角度はθで示されている。
特に㻌 㻔㼏㻕㻌は図 㻞㻌㻔㼎㻕㻌と同じものである。㻌
 
 
図４㻌 㻌 㻔㼍㻕㻌 㻌 㻸㻝 と㻌 㻔㼎㻕㻌 㻌 㻯、㻌 㻔㼏㻕㻌 㻌 㻿㻝、㻌 㻔㼐㻕㻌 㻌 㻿㻞での局所的ロッキングカーブ。試料の回転角度θに対して回折
㼄線の強度がプロットされている。それぞれのグラフの中にピークの半値幅㻌 㻔㻲㼃㻴㻹㻕㻌とピークトップの角度
位置が示されている。㻌
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転位 S1 によってピークのブロードニングが起こった。このように、局所的ロッキング
カーブとデジタルトポグラフィとを解析した結果、ピークスプリットもしくはピークの
ブロードニングが転位に由来する歪みによって引き起こされることが明らかになった。 
 トポグラフ像の各点で得られた全ての局所的ロッキングカーブの半値幅を解析し、そ
れらの値を元の画像の位置にマッピングした。図 5 はそのようにして得られたマッピン
グ図である。画像のピクセル数は図中に示されており、カラーバーは半値幅の角度 (単
位は度) を示している。一般に、ロッキングカーブの半値幅は結晶の完全性に対応して
いることが分かっている。このとき半値幅が小さいほど結晶の完全性が高いことを示し
ている。したがって、この図は結晶の微小領域ごとの完全性を示している。図から分か
るように、結晶のほとんどの領域で半値幅が 0.002 から 0.008°となっている。図の右上
に半値幅が大きい領域があるが、これは測定時のハンドリングダメージによって完全性
が低くなったためだと思われる。吉崎らによって完全性の高い正方晶リゾチームのロッ
キングカーブの半値幅は 0.004-0.006°であることが報告されている[22]。これらのことか
ら、半値幅のマッピングによってこの結晶のほとんどの領域において完全性が高いとい
うことが明らかになった。 
 
 
図５㻌局所的ロッキングカーブの半値幅のマッピング。カラーバーは半値幅の角度㻌 㻔単位は度㻕㻌を示している。㻌
 
４．単斜晶リゾチーム単結晶のデジタルトポグラフィ㻌
 単斜晶リゾチーム結晶についてもデジタルトポグラフィを用いて観察を行った。図 6
は単斜晶リゾチーム結晶の光学像である[31]。図の左側から右側にかけて、骸晶と呼ば
れるくさび形の領域が観察されている。この骸晶によって図中の右側の (010) 面に対し
て空隙が生じている。このような骸晶は結晶成長時のベルグ効果によって生成されると 
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図６㻌単斜晶リゾチーム結晶の光学像。図の右側に骸晶と呼ばれるくさび形の領域が観察されている。㻌
 
 
 
図７㻌単斜晶リゾチーム結晶のデジタルトポグラフ像。結晶を微小回転させながら連続的に撮影されたものの
㻝枚を抜き出したものである。㻌
 
考えられている[29]。図 7 は放射光単色 X 線による 020 反射のデジタルトポグラフ像で 
ある。このとき入射面は紙面に垂直な (110) 面である。この像は結晶を微小回転させな
がら連続的に撮影されたものの 1 枚を抜き出したものである。撮影総枚数は 513 枚で 1
枚あたりの回転角度は 0.0002°、1 枚あたりの露光時間は 2s だった。図 7 においてもく
さび形の領域が観察された。このように、単斜晶リゾチーム結晶においてもデジタルト
ポ像が得られ、さらに骸晶に対応したコントラストが観察された。 
 図 6、7 で示されている P1 と P2、P3、P4 の各点で局所的ロッキングカーブを図 8 か
ら 11 にプロットした。その結果、それぞれの局所的ロッキングカーブでシングル、ダブ
ル、トリプル、マルチピークが観察された。各ピークの 10 分の 1 幅とピークの角度位置
は図中に示されている。単斜晶では正方晶と異なり、半値幅ではなくこの 10 分の 1 幅を
用いて解析を行った。図 8 は P1 での局所的ロッキングカーブを示している。この図か
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ら分かるように P1 では鋭いシングルピークが観察され、10 分の 1 幅は 0.004°であった。
高品質の正方晶リゾチーム結晶ではロッキングカーブの 10 分の 1 幅が 0.006-0.013°であ
ることが報告されている[22]。したがって、この結晶は局所的には高い完全性を持つこ
とが明らかになった。図 9 で示されているように、P2 ではピークスプリッティングが観
察された。スプリットしたそれぞれのピークの 10 分の 1 幅は図 8 で示される P1 でのピ
ークとほぼ同じだった。P2 ではピークの幅が保たれたままスプリットしたことを示して
いる。このようなピークのスプリットは先行研究[27]でも報告されている。また、10 分
の 1 幅をピーク全てが含まれるように定義しているので、ロッキングカーブ全体の 10
分の 1 幅はピーク間距離に対応している。 
 
 
 
図８㻌 㻼㻝での局所的ロッキングカーブ。シングルピークが観察された。㻌
 
 
 
 
図９㻌 㻼㻞での局所的ロッキングカーブ。ダブルピークが観察された。㻌
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図 㻝㻜㻌 㻌 㻼㻟での局所的ロッキングカーブ。トリプルピークが観察された。㻌
 
 
 
 
図 㻝㻝㻌 㻌 㻼㻠での局所的ロッキングカーブ。マルチピークが観察された。㻌
 
 図 10 で示されているように、P3 ではトリプルピークが観察された。P2 のロッキング
カーブ同様、それぞれ鋭いピークが観察された。このとき 10 分の 1 幅は定義から最も遠
いピーク同士の距離に対応している。図 11 で示されているように、骸晶の領域内の点
P4 ではマルチピークが観察された。図からそれぞれのピークは鋭いままマルチピークに
スプリットしたことが分かる。これらのピーク図で示されているように 2 つのピーク群
に分けることができる。これらの 2 つのピーク群の 10 分の 1 幅は P2 や P3 で観察され
たロッキングカーブ全体の 10 分の 1 幅の値に近い。これらの結果をまとめると、単斜晶
では個々のピークが場所によってブロードニングせずにスプリットしたことが明らかに
なった。これは正方晶とは異なる単斜晶の特徴である。これらの結果は結晶内部にサブ
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ドメインが存在することを示唆している。結晶内部のサブドメイン同士の傾きによって
ピークのスプリットが発生し、この傾きの角度がピーク間距離の角度に対応する。以上
のことから、単斜晶リゾチームの局所的ロッキングカーブにおいて、ピークスプリッテ
ィングが観察され、それぞれのピークがサブドメインに対応していることが明らかにな
った。 
 図 12 (a) は結晶内の全ての微小領域における局所的ロッキングカーブの 10 分の 1 幅
のマッピングを示している。画像のピクセル数は図中に示されている。カラーバーは 10
分の 1 幅の角度を示しており、単位は度である。さらに、骸晶の境界を白線で示してい
る。図から分かるように単斜晶では 10 分の 1 幅は 0.003 から 0.1°に分布している。P1
は結晶の全領域の中でも特に 10 分の 1 幅が小さく、完全性が高いことが分かる。逆に
P4 は完全性の低い領域に位置していることが分かる。このように、局所的ロッキングカ
ーブの 10 分の 1 幅をマッピングすることによって、結晶の完全性の分布を可視化するこ
とができる。 
 
 
 
図 㻝㻞㻌 㻌 㻔㼍㻕㻌局所的ロッキングカーブの 㻝㻜分の 㻝幅のマッピングと㻌 㻔㼎㻕㻌 㻟つの領域に色分けした 㻝㻜分の 㻝幅
のマッピング図㻌 㻔㼎㻕㻌において、青で示されている領域は 㻝㻜分の 㻝幅が 㻜㻚㻜㻜㻟㻙0.01°、緑の領域は 㻜㻚㻜㻝㻙㻌
0.025°、赤の領域は 㻜㻚㻜㻞㻡㻙0.1°である。㻌
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 結晶の歪みの分布を明らかにするために、10 分の 1 幅のマッピングを図 12 (b) のよう
に 3 つの領域に分けた。ここで、青で示されている領域は 10 分の 1 幅が 0.003-0.01°、緑
の領域は 0.01-0.025°、赤の領域は 0.025-0.1°である。このように分けた結果、青の領域で
の局所的ロッキングカーブにおいて図 8 のようなシングルピークのみが観察された。緑
の領域では図 9 のようなダブルピークまたは図 10 のようなトリプルピークが、赤の領域
では図 11 のようなマルチピークがそれぞれ観察された。これらの結果から、青の領域は
完全性が高くサブドメインが存在しないことが分かった。緑の領域ではサブドメインの
存在が示唆され、それによって小さい歪みが引き起こされることが分かった。右側の赤
の領域は骸晶に対応し、この領域において図 11 のようなマルチピークが観察されたこと
から、そのようなマルチピークはマクロな歪みによって引き起こされたと思われる。左
側の赤い領域はハンドリングダメージであると思われる。このように、10 分の 1 幅のマ
ッピングによって結晶の歪みの分布が明らかになった。 
 
５．まとめと考察㻌
 今回、正方晶と単斜晶リゾチーム単結晶について X 線 CCD カメラを用いたデジタル
トポグラフィによる完全性の評価を行った。正方晶リゾチームでは X 線フィルムと X 線
CCD カメラとの両方で転位のコントラストが観察された。デジタルトポグラフィによっ
て局所的ロッキングカーブのピークを解析した結果、ロッキングカーブにおいてサブピ
ークやブロードニングが観察された。これらのサブピークやブロードニングは転位のコ
ントラストに対応することが明らかになった。したがって、このようなサブピークやブ
ロードニングは転位の歪み場によって引き起こされたことが分かった。単斜晶リゾチー
ムの局所的ロッキングカーブではピークスプリッティングが観察された。それぞれのピ
ークがサブドメインの存在を示唆している。このサブドメイン同士の傾きによってピー
クがスプリットすることが分かった。さらに、骸晶のようなマクロな歪みによって大き
なスプリットが引き起こされることが分かった。 
 今回のデジタルトポグラフィによる局所的ロッキングカーブのピーク解析から、サブ
ピークやブロードニング、ピークスプリッティングがタンパク質結晶内の歪み場によっ
て引き起こされることが分かった。転位による歪み場は回折角度のズレが比較的小さく、
さらに歪み場による回折強度が小さいので、サブピークもしくはブロードニングが引き
起こされた。サブドメイン同士の傾きはそれらよりも大きく、それぞれのサブドメイン
の回折強度が同じくらいなので、ピークのスプリットが起こった。骸晶によるマクロな
歪みはさらに大きいため、マルチピークが引き起こされた。このように、歪み場が与え
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る回折角度と回折強度の大きさによってロッキングカーブのピークが変化することが明
らかになった。 
 局所的ロッキングカーブのピークを解析し、その半値幅と 10 分の 1 幅をマッピングし
た。その結果、結晶の完全性の分布を可視化することができた。それによって、微小領
域ごとの局所的な完全性を評価した。正方晶リゾチームは結晶全体で完全性が高く、部
分的に転位による歪みが存在することが分かった。単斜晶リゾチームでは非常に完全性
が高い領域がある一方で、サブドメインや骸晶によって歪み場を持つことが分かった。
今回のトポグラフィでは結晶内を透過した回折 X 線を測定しているため、局所的ロッキ
ングカーブはその微小領域の深さ方向の情報を含んでいる。そのため、例えばシングル
ピークが観察された領域では 1 つのドメインが存在し、ダブルピークの場合は深さ方向
に 2 つのサブドメインが存在している。したがって、結晶を構成するドメイン一つ一つ
は非常に完全性が高い一方で、深さ方向にドメインが複数存在するとその影響で結晶は
歪みを持ち完全性が低くなる。これらのことから、結晶の完全性を議論するためには、
結晶全体の完全性と局所的な完全性の両方を考える必要があることが分かる。 
 
６．今後の展望㻌
 今回は、従来用いられてきたフィルムの代わりに高感度 X 線 CCD カメラを用いて撮
影を行った。現在の CCD カメラは X 線フィルムよりも解像度が低いが、今後 CCD カメ
ラが改良されていけばフィルムを置き換えていく可能性がある。フィルムで撮影する場
合は、撮影のたびにフィルムを入れ替える必要があるが、CCD カメラを用いることでそ
のような作業をせずに連続的に撮影することができる。さらに、連続的に撮影すること
で空間情報と角度情報が一度の撮影で得ることができる。そのように得られた膨大な情
報に対して様々な数値的な解析を行うことができる。このようなことから、デジタルト
ポグラフィには様々なメリットがあり、今後フィルムを置き換えていくことが期待でき
る。 
 今回は正方晶と単斜晶リゾチーム単結晶についてデジタルトポグラフィによる観察を
行った。その結果、結晶の微小領域に対する局所的ロッキングカーブが得られた。局所
的ロッキングカーブのピーク解析をした結果、歪みの種類によってピークが変化するこ
とが分かった。さらに、半値幅や 10 分の 1 幅のような解析値をマッピングし、結晶の完
全性を評価した。リゾチーム単結晶について体系的に理解するために、今回対象にしな
かった斜方晶リゾチームについての研究が今後の課題である。さらに、リゾチームだけ
でなく、グルコースイソメラーゼのような完全性が比較的高い結晶についてもデジタル
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トポグラフィを行いたい。また、今回は試料を微小回転させながら撮影を行ったが、例
えばインデンテーションを行いながらその場観察することで、時間変化するトポグラフ
ィ像を記録することができる。このように、デジタルトポグラフィは適応範囲が広い手
法なので今後も様々な実験を試みたい。 
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